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研究成果
1研究の背景、位置づけ:
胃癌は依然としてわが国で最も多い癌にもかかわらず、その発生と進展にか
かわる geneticpathwayの解明は他の腫湯に比べて遅れている。このような状
況に突破口を開くべく、全ゲノムにわたって染色体(部分)の増減をスクリー
ニングできる Comparativegenomic hybridization (CGH)が胃癌にも応用され、
いくつかの変化が報告され始めた。しかし、これらはほとんど進行癌のデータ
であり、また CGHのみでは、ゲノムの倍加に続発する非特異的な染色体変化
と、進展の初期から変化している重要な特異的変化との区別が困難で、胃癌に
おける初期・早期の染色体変化についてはまだほとんど手つかずの状態である。
筆者はここ数年来、この初期変化を検出するために、早期未分化型胃癌を中
心に新鮮凍結組織を収集し、個々の症例のクローン解析を行うとともに DNA
ploidyを決定し、ゲノムの倍加を経た DNA-aneuploidの部位と経ていない
DNA-diploidの部位で CGHを行ってきた。また、未分化型胃癌由来の細胞株で
もCGHを進めてきた。その結果、検索したほとんどの腫療が全体として単ク
ローン性であること CBambaet al.， 1998)、7番染色体長腕の gainと18番染
色体の長腕の lossが、進行期の部分や培養株で高率に検出されることを見いだ
した COkadaet al， 2000)。しかし、原発腫療の CGHには、方法論的にかなり
の改善の余地があり、 CGHの結果を FISHで確認することも必要であった。
2.研究の目的:
(1) DNA aneuploidyを含む進行癌で DNA-diploid成分と DNA-aneuploid成分
を分離して別々に CGHを行う症例を増やす。その際、 microdissectionで採
取した微量な DNAに対して、 DOP-PCRによる wholegenome amplification 
を適用し、 CGH解析に必須である、腫虜細胞の enrichmentを行う。
(2) 個々の腫、虜内から多数箇所のサンプリングを行い、それぞれで DOP-PCR
CGHを行い、結果の共通性とサンプルの ploidyをもとにして、染色体変化
のプロセスを再構成する方法論を確立する。
(3) (1)と(2)から、 DNA-diploid成分における 7番、 18番染色体の変化が、初
期変化としてどこまで一般的であるのかを明らかにする。
(4) 7番染色体の centromereおよび、c-Met遺伝子を含む7q31のprobeを使つ
て組織切片に対して FISHを行い、 Met遺伝子の段階的なコピー数の増加が
未分化型胃癌の組織内進展とどのように関係しているかを検討する。 18番
染色体については DPC4遺伝子に注目し、同様の検討を行う。このアプロ
ーチを我々はinsitu cytogeneticsと呼んでいる。
(5) 染色体のコピー数の増減が、 messengerRNAや蛋白の発現に反映してい
るかどうかを確かめることによって、 MetやDPC4が本当にそれぞれの染
色体における標的遺伝子であったのかどうかを確かめる。
3.方法と結果
まず、 (5)について、原発腫揚10例について抗DPC4抗体を用いて免疫組織
化学を行ったところ、当初期待した、正常組織の染色性よりシグナルの低下し
た部分が見られず、 DPC4の標的遺伝子としての可能性が低くなった。抗HGF
receptor (c・met)抗体についても、これまでのところ有意なシグナルの増加が
検出されていない。
次に(4)について、 DPC4のExon1を認識する PCRのpurimersetを用いた
BACクローンのスクリーニングを行い、 18qのプローブを作成した。それと 18q
のセントロメアプローブを用いて、培養細胞および、原発腫虜より単離した腫
蕩細胞核に対してFISHを行ったが、 18qのシグナル数がセントロメア数より
も減少していたcaseが、原発腫蕩で、はほとんどなかった。
そこで、原発腫蕩のCGHによる染色体変化のスクリーニングのステップ(目
的の(3) に立ち返ることにした。そして、信頼性の高いCGH解析を行うため
の、腫蕩DNAのenrichmentの試行錯誤を行った(目的の(1)。当初、組織切
片から、 Lasercapture microdissection (オリンパス LM・200を使用)による腫療
細胞の単離を試みたが、間質細胞や炎症細胞の除去と腫療細胞の十分な
enrichmentは困難を極めた。研究期間中での切片からの腫療細胞の単離をあき
らめ、単離細胞のsuspensionを薄くスメアに引いてから腫蕩細胞をcaptureす
ることも試みたが、スメアではフィルムへの接着が悪く、更なる工夫が必要で
あることが分かつた。
そこで、研究期間中に、初期の染色体変化のCGHによる解析のための方法
論を確立するために、細胞単離の容易な食道癌を用いてDOP-PCRCGHの基
礎的な検討(目的の(2)を行った。具体的には、腫傷病巣より採取し DNAploidy
を決定した多数箇所のサンプルから、 DOP-PCRによる微量検体からの全ゲノ
ム増幅、 DOP・PCRによるフローブの蛍光標識条件のoptimization、DOP-PCR
で作成した標識プローブによる CGHを行い、良好なCGHの結果を得ること
ができた。特にプローブの標識条件を割り出すのにかなりの試行錯誤を要した。
CGHのG/R比のshiftdistanceとploidymodeから，変化した染色体部分の絶
対的コピー数を求め、そのデータをもとに、複数のゲノム変化の時間的前後関
係を推定する temporalanalysisの方法論は、培養細胞を用いて確立したが、本
研究によって、それをinvivoの原発腫療の多数箇所から採取したサンプルに応
用し、個々の腫療に固有の染色体変化のsequenceを明らかにすることができ
た。その内容を以下に具体的に説明する。
CGHのG/R比のprofileが示すのは、一本の染色体の中での相対的なコピー
数の増減に過ぎない。染色体の各部分の絶対的なコピー数の変化は、平均コピ
ー数からのシフトと平均コピー数自体の変化とに分けて考えなければならない。
CGHでわかるのは、染色体上の各点のコピー数が平均染色体数からどのくら
い相対的にシフトしているかである。その平均染色体数に対応する、 G/R=1の
ラインでの絶対的コピー数は、 ploidy(総染色体数)を染色体の種類の数23(ハ
プロイドの染色体数)で割ったものになる。つまり、染色体上の各点の増減を
絶対的コピー数で知るためには、 ploidy解析が必須なのである。その次に、 G/R
比のシフトの大きさから何コピーシフトしているのかを決めなければならない。
実際のCGHのG/R比のprofileをみると、染色体の部位によって、シフトに大
小のあることがわかる。
これまでCGHは、 G/R比が闘値を越えている領域を割り出す、定性的な解
析に主として使われ、閥値を大きく超えているのか、ぎりぎりで超えているの
かの違いの意味については十分に検討されてこなかった。そもそもCGHでgain
やlossの判断ができるのは、 CGHの定量性に基づいているわけだから、それ
だけの定量性があれば、シフトの大きさも評価できるはずである。実際、 du
Manoirらは、 YACプローブを用いたFISHで求めた実際の染色体部分のコピー
数とCGHのG/R比の聞にlinearな関係があることを示している。私たちも、
CGHのG/R比と ploidy解析から染色体部分の推定コピー数を求め、 painting
FISHで直接求めたコピー数との間に高い相闘があるかどうか、種々のploidy
を示す培養癌細胞で調べた。その結果、 G/R比と実際のコピー数とは、 ploidy
を合わせれば、きれいなlinearな関係になった。 ploidyが大きくなると、 1コ
ピーの重みが相対的に軽くなっていくので、曲線の傾きが緩やかになって行く。
G/R比のシフトを判定するための闘値はploidyごとに設定した。このテーブ
ルの中に培養細胞で求めた実際のG/R比をプロットすると、理論的関値を最大
値とし、 1コピー分の幅をもたせた範囲内に概ね入ることがわかった。これで、
染色体上の各点のG/R比と ploidyがわかれば、このテーフ、ルを使って絶対的コ
ピー数を推定できるようになった。ただし、培養細胞のような均一な細胞集団
を扱うことが前提である。
以上で、 ploidyとCGHのG/R比から染色体各部分の絶対的コピー数を推定
し、それを同一腫蕩内の複数箇所で比較することによって、比較的初期から変
動する染色体部分を同定する方法の枠組みがほぼ決まったので、それをprimary
の腫擦に応用してみた。 primaryの腫療では更に次の点に注意しなければなら
ない。まず、間質細胞の混入を補正しなければならない。 ploidyも単一ピーク
とは限らないので、複数のG1ピークがある場合は、その平均をとることにす
る。そして、その(平均)ploidyを考慮した闘値で何コピー変化したかを判定
することなどである。これで本当に絶対的コピー数が推定できるのかどうか、
次のように検討してみた。まず、 2倍体から見られる初期の変化は 1コピーの
変化でもG/R比は大きなシフトになる。これは近2倍体の MKN-45で確かに
そうなっていた。ゲノムの倍加によって、変化も倍加すれば、この大きなシフ
トは保たれるはずである。一方、ひとつの腫揚から多数個所サンプリングして、
それらに共通に見られる変化も初期の変化である。それならば、この共通に見
られる変化では、 G/R比のシフトが大きくなっているはずである。
一例を示すと、食道癌から 3箇所サンプリングをし、それぞれでploidy解析
とCGHを行ったところ、 3qと11qのgainは3箇所ともに見られたのに対し
て、旬、旬、 9qのgainはT3にのみ見られた。この内、共通に見られた旬、 11q
のgainは確かに大きなシフトとして見られた。 T3でみられた gainのうち、 1p
は大きなシフト、他は小さなシフトを示し、それぞれゲノムの倍加前、倍加後
の変化と考えられた。この症例の aneuploid成分は近3倍体であるので、ゲノ
ムの倍加に引き続いて3極分裂 (4ー>8ー>3+3+2)などが起こり、 haploidの染
色体が失われ、また3倍体が2倍体と共存するようになったと考えられる。そ
のさい、各染色体が同数ずつ減少して3倍体ないし 2倍体になれば、 CGHの
G/R比の profileに変化はないであろう。
他の腫療でも、共通な変化は大きなシフトになるのかどうか更に調べると、
3q+、刊q+のgainの場合は共通の変化はだいたい大きなシフトになっていた。
しかし、近3倍体の aneuploid部分では、共通の lossの場合でもシフトは小さ
いことが多かった。また、 2倍体のサンプルでも変化が小さなシフトのことが
あった。これはサンプル内の腫場細胞の一部にのみ見られた変化か、あるいは
chromosomal instabilityを示すderivativechromosomeの存在を示唆している。
後者は、例えば微小領域から単離した核にセントロメアプローブで FISHを行
っても、染色体コピー数の分布が単一モードを示さず、ある範囲内でランダム
に選ばれたコピー数となるような場合である。
CGHで検出される G/R比のパタンは、腫療の進展過程で起こった変化その
ものでは必ずしもない。倍加後ploidyが3倍体に減少する過程で、変化した染
色体が失われることにより、 G/R比のシフトの大きさだけから見ると、初期の
lossがunderestimateされる可能性がある。逆に、倍加後の 1コピーの増加
(4ー>5)でも、平均染色体数が3に減ることによって、平均から 2コピーのシ
フトとなって大きなシフトになることがある。このように、末期の gainが
overestimateされることがある。
CGHだけではこのような問題があるが、多数個所のサンプリングをし、 CGH
とploidy解析を行えば、乙乙に示したような、腫場内で起こったであろう変化
そのものを推定できるととがわかった。この方法は、 CGHでスクリーニング
される多くの染色体変化から、本当に重要な初期変化を抽出する際に役立つと
考えられる。
本研究で開発したこの方法論を、実際の未分化型胃癌に適応するためには、
microdissectionの更なる技術的開発が必須である。今後この点での
breakthroughをめざし、努力を重ねる必要がある。
